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(54) Title: PROCESS FOR IMMOBILIZING BIO-MATERIAL ON A SUBSTRATE 

(54) Bexdchnung: VERFAHREN ZUR IMMOBILISEERUNG VON BIOMATERIAL AUF EDVER UNTERLAGE 
(57) Abstract 

In order to immobilise bio-m ate rial, eg. enzymes, micro- 
organisms, cells, organelles, etc., on a substrate with a Si3N4 
surface with bonding-active NHt groups, use is made of a heterc- 
functional cross-linking agent with a bio- material coupling function 
on the one hand and a NH x -reactive group on the other. The 
immobilisation substrate preferably takes the form of a 10-1000 
mm thick SijN4 layer which is separated from S1H4/NH3 by CVD 
and coated with bonding-active NH» groups by hydrotysing surface 
cleaning, especially with dilute acid. Advantageously, a hetero- 
bifunctional cross-liniring agent is first caused to react with an NH2- 
reactive aldehyde, ester, halide, epoxide, irnine or tsocyanate group 
and, after the removal of unbonded superfluous cross-linking agent, 
coupled to the biomaterial by means of the bio-reactive group. 

(57) 7-tnm ni n ten ftcoi tig 

Zur Immobilisiennig von BkxnaterieL wie von Enzymen, 
Mikiooigaiusmen, Zeucn, Organelfen etc., auf einer Unterlagc 
mit SijN4-Oberflache mit tnndungsaktiven NH X -Gruppen 
dient ein heterobifunktioneller Crosslinker mit am Biomaterial 
ankoppelnder Funktion einerseits und NH»-ieaktiver Gruppe 
anderereeits. Vocxugsweisc wird die Imrnobilisieningsunteriage 
durch cine 10 - 1000 nm dicke SbN4-Schicht gebildet, die aus 
SilWNHj durch CVD abgetctucdea und durch hydrolysicrcnde 

Dberflacbenieinigung, msbesondere mit veidtmnter S&ire, mit bindungsaktiven NH»-Gruppen verse hen wird. ZweckmaSigerwelse wild ein 
heterobifunktioneller Crosslinker mit NHi-reaktivcr Aldehyd-, Ester-. Halogenid-. Epoxid-, Imin- oder Isccyanatgruppe zunfichst mit der 
S i 3N 4-Oberflache zur Reaktion gebrachl und nach Entfemung von nkhtgebuodenem uberschQssigea Crosslinker vermittels der bloreakdven 
Gruppe an das Biomaterial angrkoppelt 
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Beschreibung 

Verfahren zur Immobilisierung von Biomaterial auf einer Unterlage 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Immobilisierung von Biomaterial 
auf einer Unterlage mit SMNj-Oberflache, an die das Biomaterial iiber Bindungs- 
vermittler kovalent gebunden ist. 

Die Immobilisierung von Biomaterial ist fur die Ausnutzung von Bioaktivitai, ins- 
besondere bei Fliissigkeitskontakt, von erheblicher Bedeutung. Sie spielt sowohl in 
der Verfahrenstechnik als auch in der Analytik bei Trennoperationen oder fur die 
wiederkehrende Ausnutzung der Biofunktion eine grofle Rolle. Weitere Interes- 
sengebiete sind im Pharma- und Medizinbereich sowie in der Umwelttechnik zu 
sehen. 

Bekannt sind zahlreiche Versuche zur Immobilisierung von Biomaterial an unter- 
schiedlichen Oberflachen, auch mineralischer Art wie Glas. das im allgemeinen zu- 
nachst silanisiert wird. 

Von E. Tamiya et al. wird im J. Mol. Catal. 43 (1988) 293-301 eine Immobilisie- 
rung von Urease an einem mit dunner Silberschicht versehenen Quarzkristall be- 
schrieben, auf dessen Oberflache eine Siliciumnitridschicht aufgesputten wird. Der 
so behandelte Kristall wurde 24 h an Luft gelagert, gewaschen und im Luftbad 
getrocknet. Danach erfolgte eine Bedampfung mit Y-Amino-propyl-triethoxysilan, 
gefolgt von einer Bedampfung mit Glutaraldehyd. Der so erzeugte diinne organi- 
sche Oberflachenfilm von ca. 100 A Dicke wird als wenig poros bezeichnet. Eine 
Verkniipfung von Silan und Aldehyd konnte nicht richtig beobachtet werden. 
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Das aus wafiriger Losung am Film angelagerte Enzym hatte eine Aktivitat relaiiv 
zur freien Urease von nur 2.25 %. Dieses Immobilisierungskonzept erscheint nicht 
voll befriedigend. 

5 Gegenstand der Erfindung ist eine neue Art der Biomaterial-Fixierung, die mit ei- 

ner geringen Zahl von Behandlungs&chritten auskommt und auf reproduzderbare 
Weise zu relativ bestandigen Produkten fuhrt. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren zur lmmobilisierung von Biomaterial auf einer 
1 o Umerlage der eingangs genannten An ist tm wesentlichen dadurch gekennzeichnet. 

daB man auf der Immobilisierungsunterlage eine SUNj-Oberflache mit bindungsak- 
tiven NH,-Gnippen vorsieht, mit denen ein heterobifunktioneller Crosslinker mit 
NH 2 -reaktiver AJdehyd-, Ester-, Halogenid-, Epoxid-. lmin- oder lsocyanatgruppe 
einerseits und einer bio materia I -reaktiven Gruppe andererseits zur Reaktion ge- 
1 5 bracht wird, an den dann das Biomaterial angekoppelt wird. 

Weitere Besonderheiten der Erfindung ergeben sich aus den Patentanspriichen. 
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Die Erfindung ist fiir die Immobilisierung von Enzymen, 
Mikroorganismen, Zellen, Antikorpern, Antigenen, 
Organellen, Gewebeschnitten usw. auf Unterlagen wie 
Halbleitersubstraten , Folien, Wandflachen, Granulaten, 
Bauteilen, insbesondere mineralischer Art, geeignet und 
in Anwendungsbereichen , wie eingangs genannt , niitzlich- 

Silieiumnitrid-Oberf lachen konnen u.a. durch CVD- 
Technik aus eineni SiH 4 /NH 3 -Gemisch abgeschieden werden 
(siehe A. Garde et al . ESSDERC 1994 - 11.-15. Sept. 
1994 Ed. C. Hill & P. Ashburn). Sie nehmen an Luft 
Sauerstoff auf und neigen bei Einwirkung von Feuchtig- 
keit zur Hydrolyse unter Bildung von Si-OH, Si-NH und 
Si-NH 2 Gruppen. Diese Gruppen konnen als reaktive 
Funktionen fiir die Ankupplung von Biomaterial iiber 
Crosslinker an die Nitridoberf lache ausgenutzt werden. 

Besonders zweckmaJiig wird beim erf indungsgemaflen 
Verfahren eine durch Behandlung mit verdunnter Flufi- 
saure von Oxiden befreite Si 3 N 4 -Oberf lache benutzt und 
in zwei Schritten fiir eine kovalente Enzym-Ankopplung 
gesorgt, indem ein Crosslinker gewahlt wird, dessen 
eine Funktion zunachst mit den NH 2 -Gruppen oder auch 
NH-Gruppen der Nitridoberf lache reagiert und dessen 
zweite Funktion nachfolgend mit dem Protein umgesetzt 
wird. Alternativ kann der Crosslinker auch zuerst mit 
dem Protein umgesetzt, und das Produkt d^nn mit der 
Si 3 N 4 -Oberf lache zur Reaktion gebracht werden. 

Als NH 2 -reaktive Gruppen des Crosslinkers bieten sich 
insbesondere Aldehyd-, Halogenid-, Epoxid-, Imid- oder 
Isocyanatfunktionen an. Eine Vielzahl von Reaktions- 
moglichkeiten mit Aminogruppen findet sich im iibrigen 
z.B. in der US-PS 5 234 820. Fiir die Praxis werden 
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bereits unterschiedliche Verbindungen von der Fa. 
Pierce im "Inununo Technology Catalog & Handbook" von 
1992/3 angeboten. 

Fur die Umsetzung mit dem Bioraaterial werden Cross- 
linker-Funktionen ausgenutzt, die zu einer kovalenten 
Bindung iiber funktionelle Gruppen des Enzyms befahigt 
sind, insbesondere mit terminalen Carboxy-Gruppen oder 
Seitenkettengruppen, wie -SH, -C00H Oder -OH Gruppen 
Oder aromatischen Ringen. Erf indungsgemaft wird die 
Anbindung des Biomaterials an die Ni tridoberf lache 
mithin unter Ausnutzung eines heterobif unkt ione 1 len 
Crosslinkers angestrebt, wobei als heterobi f unktio- 
neller Crosslinker hier auch ein solcher Crosslinker 
15 verstanden werden soil, der zwei grundsatzlich chemisch 

gleichartige Funktionen aber mit unterschiedlicher 
Reaktivitat gegenuber den unterschiedlichen Um- 
setzungspartnern aufweist. 

20 Die heterobifunktionellen Crosslinker werden schri t two ise 

mit der Si^-Oberf lache und dann mit dem Protein umgesetzt. 
Die nachfolgend im einzelnen angegebenen aminospezif ischen 
Reaktionen laufcn bei Raumtemperatur in neutralem bis leichi alkaHschcm pH-Wen ab. 

2 5 Erhohung sowohl der Temperatur als auch des pH-Wens steigen die 

Reaktionsgeschwindigkeit, jedoch auch die Hydrolyserate des Crosslinkers. Der benutzie 
Puffer sollte weder Amine noch andere Verbindungen enthalten, mit denea die funktionellen 
Gruppen des Crosslinkers reagieren kbnnten. 

3 0 N-Hydroxy$ucciiumidesier reagiert spe2ifisch mit primaren Aminen. Unter Abspaltung 

von N-Hydroxysiicciniinid entsteht eine Amidbindung zwischen dera primaren Amin und der 
Restgruppe des verwendeten Esters. Sofcrn kein wasseriosliches Analogon verwendet wird, 
muB ein Crosslinker, der diese funktionelle Gruppe besitzt zuerst in einer klcinen Menge eines 
3 5 organischen Losungsmittels (z. B. DMSO) gelost und erst dann auf die Endkonzentration in 
wfcBrigem Puffer verdtlnnt werden. Die lonenstarke des Puffers sollte nicht zu hoch sein um 
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AussalzungsefFekte zu vermeiden. Bin leicht alkali scher pH-Wert (7-9) garantien, dafl sich die 
primaren Amine in uoproptoniertem Zu stand befinden. 

Aldehyde verfugen Ober eine stark reduzierende Carbonylgruppe. Diese rcagien mix 
primaren Amincn timer Wasserabspaltung. 
5 Die Rcaktion von primaren Aminen mit lmidoestem lauft im pH-Bexeich zwischen 8 

und 9 Ab. Dcr Ester wird dabei abgespalten und das primare Amin bildet mit der Imidogruppe 
erne GuRnidinoverbindumi 

Die Anbindung an das Protein gescmem nun niithille der zweiien noch ixeien 

1 0 runktionellcn Gruppe des Ci osslinkers. Diese karm spczifisch oder unspefisch mil Thiol-, 
Carboxyl- oder Carbohydratgruppen des Proteins reagieren. 

Besitzt der Crosslinker als zweites funktionelles Ende eine thiolspeziilsche Gruppe wie 
Maleimid, cin aktiviertes Halogcnid oder Pyridyldisulfid, so muB das zu bindende Protein eine 
freie Sulmydrylgruppe{ublichenveise von einem Cysxeinrest) besitzen. Sollte diese nicht 

1 5 verfiigbar sein. so kann sie durch Reduktion von Proteindisulftden generiert werden. Alternativ 
konnen primare Amine des Proteins so modiiizien werden, daB Sulfhydrylgruppen zur 
Vertugung stehen (Trauts Reagenz). Urn Oxidation dieser Gruppen zu vermeiden ,muG 
verwendete Puffer enteast werden. Zugabe des Komplexbildners EDTA verhindert die 
Oxidation durch etwaige in der Losung vorhandene Metalle. 

2 0 Mai ei mid reagicrt in leicht saurem bis neutralem Milieu (pH 6,5-7,5), wahrend fur 

Halogenide und Pyridyldisulfid pH-VVerte groBer oder gleich 7 zu cmpfehJen sind. 

Giycorysierte Protcine konnen fiber die Hydroxygruppe an den Zuckerseiteuketten 
vemetzt werden. Wird cin carbohydrataktiver Crosslinker benutzt, der als funktionelle Gruppe 
z. B. ein Hydrazid besitzt, so mufl die Carbohydratgruppe des Proteins zunachst zu einem 

2 5 Aldehyd oxidiert werden (z. B. mit NAIO4). Die entstehende Carbonylgruppe reagiert dann mit 
dem Hydrazit zu Scmicarbazon. 

Bine MogHchkeit der direkten Verknupfung zwischen Carboxy- und Aminogruppen 
besteht durch die Reaktion mit Carbodnmiden. Im saurem pH-Bereich (4-5) uberfuhren 
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Carbodiimide die Carboxygruppe in eine aktivierte Esterbindung.Diese reagiert mit primaren 
Aminen unter Ausbildung einer Amidbindung und Abspaltung von Harnstoff. 

Bei Verwendung eines Crosslinks, dessen nicht-aminospezifisches fijnktionelles Ende 
eine photoaktivierbare Gruppe (z B. Azidophenyl) aufweist. muB die gesamte Immobilizing 
in einer Dunkelkammer unter Rotlicht durchgefiihrt werden. Die Azidogruppe von 
Azidophenyl wird durch Lichteinstrahlung der Welleniange 265-275 run aktiviert. 

Die Erfindung ist for die Anbindung unterschiedlichster Biomaterialien an Unterlagen oder 
Trager allgemanster Art brauchbar. Sie wurde speziell am Beisp.el von Peniciilmsensoren 
getestet, wcshalb sich die nachfolgende Beschxeibung auf solche bezieh, Dabei wird auf die 
angefugten Bezeichnungen Bezug genommen. Diese zeigen schemaiisch; 
Kig. l ein Sensorpnnzip (MeBanordnung), 

Fig. 2 eine typische MeBkurve fur einen Konzentrationsbereich von JCH bis 10" 3 Mol/1 
Penicillin und 

Fig. 3 die Kalibrierungskurve eines erfmdungsgemaBen Sensors. 



Beispiei: 



Aufp- bzw P -dotierten Siliciumwafem (I mOhmcm - 30 Ohmcm) wurde zuerst eine 
elektrisch n,ch< lehende Schicht von Siliciumdioxid mit einer Dicke von 5 - 100 nm durch 
thermische Trockenoxidation zwischen 700 und 1 200 "C (hier bei 1000 °C) in einem 
Diflbsionsofen erzeugt. Darauf wurde ebenfalls nicht leitendes Siliriumnitrid mi« einer Dicke 
von 10-100 nm durch chcmische Abscheidung in der Gasphase (PECVD) aufgebracht. Das 
Verhaltnis SiH 4 /NH 3 im Reaktionsgas betrug 2/1, die Substrattemperatur 200 - 500 °C (hier 
300 °C) und der Druck wahrend der Abscheidung I - 3 Torr (hier 1,5 Torr). Es folgte ein 
Temperschritt unter N 2 -Atmosphare (5-60 Minuten bei 700-1000°C). SchlieBlich wurde die 
unpoberte Substratseite mit einem Ohmschen Kontakt (z. B. 10 - 1000 nm Al, Au) versehen. 
Das verwendete Material wurde durch thermisches Aufdampfen im Vakuum bei einem 
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Basisdruck < 10* 5 mbar aufgebracht. Die Abscheidungsrate lag zwischen 0,1 und 10 nm/s. 
AnschlieBend wurde der Wafer in einera RTA-Ofen bei 150-500 °C (hier 400 °C) in N 2 - 
Atmosphare getempert. 

Unmittelbar vor Beginn des Enzymimmobilisierungsprozesses wurden die Wafer in Aceton, 2- 
Propanol und destilliertem Wasser im Ultraschallbad gereinigt und 10 - 60 s (hier 30 s) in 
verdunmer FIuBsaure (1-10% HF) geatzt. 

Bei Verwendung des heterobifunktionellen Crosslinkers ANB-NOS (N-5-Azido-2- 
nitrobenzoyloxysuccinimide) wurde dieser zunachst in einer kleinen Memje DMSO gelost und 
dann mil 0,2 M Triethanolamin puffer (pH 5-9) auf eine Endkonzentraiion von 0,5-10 mM 
verdunnt. Diese Losung wurde auf die Si3N4-Oberflache aufgebracht und zwischen 5 und 40 
Minuten lang bei Raumtemperatur inkubien. Bei niedrigerer Temperatur muB langer inkubien 
werden. Nicht an die Siliciumnitridoberflache gebundene Molekule wurden durch Abspulen mil 
TriethanolaminpuiVer (TEA) entfemt. Danach wurde das Enzym (Penicillinase Typ 1 aus 
Bacillus Cereus, Sigma P 0389) in einem Puffer, der keine Aminogruppen enthalt (z. B. TEA, 
insbesondere nicht TRJS- oder Glycinpuffer) gelost (1000-5000 Units/ml) und auf die mit 
Crosslinkcr vorbehandelte Siliciumnitridoberflache gegeben Nach einer Inkubationzeit von 1 - 
240 min (hier J 5 min) bei Tempcraturen zwischen 4 und 60 Q C, insbesondere bei 
Raumtemperatur wurde die Anbindung der Enzymmolektile an die noch freie funktionelle 
Gruppe des Crosslinkers durch Licht im Wellenlangenbereich von 320-350 nm induziert. Nach 
AbschluB des Immobilisierungsverfahrens wurden die einsatzfahigen Penicillinsensoren mit 0,1 
M TRIS-Pufter (pH 7-8) und destilliertem Wasser gespiilt und mindestens 10 Minuten an Luft 
bzw. unter N2- oder Inertgasatmosphare getrocknet 

Mit den auf diese Weise hergestellten Feldeffektsensoren wurden Messungen zur Bestimmung 
der Penicillinkonzentration in waBrigen Losungen durchgefiihrt. 

In Fig. 1 ist die Mefianordnung schematisch dargestellt. Der erfindungsgemaB hergestellte 
Feldeffektsensor bestehend aus dem Silidumsubstrat 1 , der Isolatorschicht 2 (Siliciumdioxid 
und Silciumnitrid), der Crosslinkerschicht 3 und der Enzymschicht (Penicillinschicht) 4 wurden 
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in eine MeBzelie integriert. Die MeBzelie wurde mit einer waflrigen MeBlosung befullt, die 
Penicillin G in einer Konzentration zwischen 10-5 und } Mom enthidt In die Mefilosung 6 
taucht eine Referenzelektrode (z. B. Ag/AgCl) 7 ein. Die Potential werden uber die 
Referenzelektrode 7 und eine Komaktelektrode 8 am Siliciumsubstrat abgegriffen. 

In Fig. 2 ist eine typische Meflkurve dargestelk, die im CONCAP (CONstant CAPacitance) - 
Modus ,m Konzentrationsbereich zwischen 10"4 und 10"! Mol/1 Penicillin aufgenommen 
wurde. Penicillin G Natriumsalz (Sigma P 3032) wurde dazu in 10 mM TR1S-HC1 Puffer, pH 7 
geibsi. M.t sieigender Penicillinkonzemration steigt die Konzentration der gebildeten 
Penicilloinsaure und somit die Konzentration der Wasserstoffionen in unmiuelbarer Nahe der 
als pH-Transduktor wirkenden Siliciumnitridflache. Dies hai eine Verschiebung des Potentials 
an der Grenzllache Siiiciumnitrid/EJektolyt zu positiveren bzw. negativeren Spannungswerten 
hin zur Folge. Die Auftragung uber der Zeit erlaubt eine Beobachiung des 
konzentrationsabhangigen Potentialverlaufs der Enzymreaktion. Zu gekennzeichneten Zeiten 
land der Wechsel der MeBlosungen statt. 

Fig. 3 zeigt die aus Fig. 2 ermittelte chemische Obertragungskennlinie. Sie stellt die 
Kalibrierungskurve des erfindungsgemafl hergestellten FeldefTekt sensors dar. Angaben uber die 
Sensitivitai ernes potentiometrischen Chemo- oder Biosensors werden im Hinblick auf den 
zugrundeliegenden Nemstschen Zusammenhang im linearen Bereich dieser Kurve, d. h in dem 
Bcreich. in dem e,n logarithmisc her Zusammenhang zwischen der Penicillinkonzemration und 
dem anliegendcn Potential besteht gemachi. Dieser Bereich liegt im crf.ndungsgcmaB 
hergesteliten Sensor zwischen pPenicillin 2,3 und 3,3, was 0.5 und 5 mM entspricht. Die 
Empfindlichkeit betragt 50 mV pro Dekade. 

Die exakte Lage des Unearen Mefibereichs und die absolute Empfindlichkeit hangen wesentlich 
von der WahJ der Pufferzusarnmensetzung, dessen Konzentration, d. h. der Pufferkapazitat und 
dem pH Wert ab. Durch geeignete WahJ dieser Parameter kann der fur eine Messung 
erforderliche MeBbereich gezidt eingestellt werden. Beispielsweise liegt der lineare 
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Meflbereich bci Venvendung von DvUDAZOL-Puffer (pH 7) zwischen 2 und 20 mM Penicillin, 
fiir HEPES-Puffer etwa zwischen 1 und 10 mM. Erhohung des pH-Werts verschiebt die Lage 
der linear en Bereiche der Kalibrationskurven zu hoheren Penicillinkonzentrationen hin, 
Erniedrigung ent sprechend zu niedrigeren. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Sensoren weisen eine hohe Langzettstabilitat von mehr als 
140 Tagen auf. Die Empfindlichkeit liegt bei 50 mV pro Penicillindekade. 

Die Herstellung eines Feldeffekuransistors, der im Gatebereich einen gleichartigen Aufbau wie 
die in der Erfindung beschriebene kapazitive Schichtstruktur aufweist ist mbglich. 
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Patentanspruche 



I Verfahren zur Immobilisierung von Biomaterial auf einer Unierlage mit Si?N 4 - 
Oberflache. an die das Biomaterial Liber Bindungsvermittier kovalent gebunden 
wird, 

dadurch gekennzeichnet, 
5 dafi man auf der Immobilisierungsunterlage eine SuN^-Oberflache mit 

bindungsaktiven NH,-Gruppen vorsieht, mit denen ein heterobifunktionelier 
Crosslinker mit NH,-reaktiver Aldehyd-, Ester-, Halogenid-, Epoxid-, Imin- 
Oder Isocyanatgruppe einerseits und einer biomaterial-reaktiven Gruppe 
andererseits zur Reaktion gebracht wird, an den dann das Biomaterial 
1 0 angekoppelt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet. 

dafi die am biomaterialreaktive Gruppe oder Funktion des Crosslinkers eine mit 
1 5 terminalen oder Seitenkettenfunktionen von Proteinen reagierende Gruppe ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 % 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl ein Crosslinker mit einer mit Carboxyl-, Sulfhydryl- oder Hydroxygruppen 
20 reagierenden oder an aromatische Ringe ankuppelnden biomaterial-aktiven 

Gruppe gewahlt wird. 
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4 . Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 
dadurch gekennzeichnet, 
daft auf der Immobilisierungsunterlage eine 10 - 
1000 nm dicke Si 3 N 4 -Schicht durch CVD aus einem 
5 SiH^/NH^-Gemisch abgeschieden und durch hydroly- 

sierende Oberf lachenreinigung mit bindungsaktiven 
NH X -Gruppen versehen wird. 

5. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dafi als Biomaterial Enzyme, Mikroorganismen, 
Zellen, Antikorper, Antigene, Organellen Oder 
Gewebeschnitte auf Halbleitersubstraten , Folien, 
WandflSchen Oder Granulaten insbesondere minera- 
ls lischer Art fixiert werden . 

6 . Verf ahren in Abwandlung von Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man fur die Anbindung mittels des Crosslinkers 
20 diesen zunachst mit dem Biomaterial zur Reaktion 

bringt und danach fur die Verkniipfung mit der 
Si3N 4 -Oberf lache sorgt. 
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